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【目 的】 
	 がん(悪性腫瘍)は我国における死亡原因の第 1 位
であり、その治療法の開発は常に先進医療の最前線
にある。外科療法、放射線療法、化学療法がいわゆ
る三大療法と言われ広く実施されているが、外科療
法は患者への侵襲が大きく、他はいずれも腫瘍細胞
と正常細胞を無差別に障害してしまうことが欠点と
なる。そこで近年、がん細胞のみを選択的に破壊で
きる光線力学治療(Photodynamic Therapy: PDT)に注
目が集まっている 1)。PDT におけるがん細胞殺傷効
率はその光増感剤に大きく依存するため、これまで
様々なポルフィリンやクロリン誘導体が開発されて
きた。天然のプロトポルフィリン IX の金属錯体は
高い光増感能を有するものの、水溶性が低いことか
らこれまでほとんど応用例がなかった。 
本研究は、プロトポルフィリン IX の Zn または
Mg 錯体(ZnPP、MgPP)を血漿蛋白質であるヒト血清
アルブミン(HSA)に結合させたアルブミン-金属ポ
ルフィリン錯体(HSA-MPP、M: Zn, Mg)を調製し、
その光化学特性を解明するとともに、がん細胞殺傷
能を明らかにすることを目的とした。 
【結果および考察】 
1.	 HSA-MPPの調製と励起三重項寿命(τT)	 
	 HSA-MPP は、HSA(wild type) [HSA(wt)]および
組換え HSA(I142H/Y161F)変異体[HSA(His)]を用
いて調製した。HSA(His)は既報に従いピキア酵母を
宿主として産生した 2)。各HSA 水溶液にZnPP また
は MgPP の DMSO 溶液を添加し(HSA/MPP = 1/1 
(mol))、室温、遮光下で 12 h 回転混合後、遠心限外
濾 過 に よ り DMSO を 除 去 す る こ と で 、
HSA(wt)-ZnPP、HSA(wt)-MgPP、HSA(His)-ZnPP、
HSA(His)-MgPPの計4種類の錯体を得た。HSA(wt)
のサブドメイン IBに結合したZnPPまたはMgPPの
中心金属にはTyr-161 が、HSA(His)においては変異
導入した His-142 が軸配位していることを UV-vis.	 
スペクトルにより確認した(Fig. 1)。 
	 レーザーフラッシュフォトリシス法で決定した
HSA-MPPの励起三重項寿命(τT)は7.4~11 msであり、
DMSO溶液中のZnPPの値(τT : 0.3 ms)に比べ24〜37
倍に延長した。これは蛋白質内部にポルフィリンが
配位結合で固定されることにより、T-T 消滅が抑制
されたためと考えられる。τT 値に軸配位子の違い
(Tyr、His)による差は見られなかった。 
2.	 細胞によるHSA(wt)-ZnPPの取込み	 
	 ヒト子宮頸がん由来の HeLa 細胞を 1.8×104 
cells/cm2の細胞密度で培地上に播種し、一晩培養後、
fluorescein isothiocyanate(FITC)で染色した FITC- 
HSA(wt)-ZnPP錯体を濃度10 µMとなるよう添加し
た。さらに 24 h 培養後、細胞を PBS で洗浄し、共
焦点レーザー顕微鏡(CLSM)を用いて観察した。	 
	 HSA由来の緑色蛍光とZnPP由来の赤色蛍光はと
もに細胞内部に観測され、FITC-HSA(wt)-ZnPP が細
胞内に取り込まれていることがわかった(Fig. 2)。ま
 
 
Fig. 1 Coordination structures of MPP in (left) HSA(wt)- 
MPP and (right) HSA(His)-MPP. 
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た、両者の蛍光局在は一致しており、HSA(wt)と
ZnPP は金属蛋白質として取り込まれ、細胞内でも長
いτTを示すものと考えられる。 
 
3.	 HSA-MPPのがん細胞殺傷能	 
	 HeLa細胞を1.8×104 cells/cm2の細胞密度で培地上
に播種し、一晩培養後、各 HSA-MPP 錯体を濃度が
0~2 µM となるよう添加した。さらに一日培養後、光
照射(33 J/ cm2)を行い、24 時間後の細胞生存率を算
出、細胞殺傷能を評価した。 
	 いずれの錯体においても、暗所下では細胞生存率
は変化(低下)しなかった。一方、光照射を行った場
合、光増感剤の濃度依存的に細胞生存率は減少し、
明確な光線力学活性が観測された(Fig. 3)。中でも
HSA(wt)-ZnPP が最も高い活性を示し、細胞生存率
の半数阻害濃度(IC50)は 0.40 µM となった。がん細
胞殺傷能の高さはHSA(wt)-ZnPP > HSA(His)-ZnPP 
> HSA(wt)-MgPP > HSA(His)-MgPP の順序であっ
た(Table 1)。この順序は相対法により算出した一重
項酸素生成効率(ΦΔ)の順序と一致し、これががん細
胞殺傷能を決定する要因となることが分かった。中
心金属はMg よりもZn が好ましく、これはZn 錯体
のほうが一重項励起状態→三重項励起状態への項間
交差効率が高いためと推察される。また、軸配位子
はHis よりもTyr の時に高活性となった。His 錯体の
場合、発生した一重項酸素の一部が His 残基により
失活してしまうためと考えられる。 
【結 論】 
 HSA-MPP はいずれも長い励起三重項寿命を示
した(ZnPP(in DMSO)の 24〜37 倍)。 
 HSA(wt)-ZnPPは金属蛋白質としてHeLa細胞に
取り込まれることをCLSM より明らかにした。 
 HSA-MPP はいずれも光照射によりがん細胞殺
傷能を示し、PDT の光増感剤となることがわか
った。殺傷能の強さはΦΔの順序と一致した。 
 HSA(wt)-ZnPP が最も高いがん細胞殺傷能を示
し、その IC50値は 0.40 µM であった。 
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Fig. 2 CLSM images of HeLa cells treated with 
FITC-HSA(wt)-ZnPP (10 µM) for 24 h. These images 
show (A) HSA, (B) ZnPP, (C) Merge (D) Bright Field. 
 
 
Fig. 3 Cancer-killing ability of HSA-MPP after light 
irradiation. Each value represents the mean±SD of three 
experiments. 
	  
Table 1  IC50 values and singlet oxygen quantum yields 
(ΦΔ) of HSA-MPP photosensitizers. 
Photosensitizer IC50 (µM) ΦΔ 
HSA(wt)-ZnPP 0.40 0.83 
HSA(His)-ZnPP 0.61 0.78 
HSA(wt)-MgPP 0.78 0.70 
HSA(His)-MgPP 0.88 0.62 
	  
